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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマの腫瘍内環境は一様でなく、特に中心部は低酸素・低栄養状態に曝さ
れており、グリオーマ細胞の増殖停止や細胞死の原因になるが、一部の細胞は代謝的順応・適応に成功し、その
変化は更なる悪性化プロセスの転機になると考えられる。本研究では、グリオーマ患者の術前MRスペクトロスコ
ピー検査のLC-modelによるデータ解析やグリオーマ手術検体（組織）およびグリオーマ培養細胞を用いたガスク
ロマトグラフィー/質量分析計によるメタボローム解析によって、グルタミン飢餓状態を代償するグリオーマの
細胞内代謝機構にセリン合成や一炭素代謝が関与することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells optimize nutrient utilization to supply energetic and 
biosynthetic pathways. This metabolic process also includes redox maintenance and epigenetic 
regulation through nucleic acid and protein methylation, which enhance tumorigenicity and clinical 
resistance. Here, we found that glutamine-deprived GBM cells showed higher levels of serine, 
cysteine, and methionine with upregulated expression of genes to regulate serine synthesis and 
one-carbon metabolism. In human glioma samples, MTHFD2 expression was highest in the nutrient-poor 
regions around “pseudopalisading necrosis.” Serine synthesis was mediated through autophagy rather
 than glycolysis. Importantly, suppression of MTHFD2 and autophagy inhibition impaired glioma cells 
in glutamine-deprived conditions. These findings may have important implications for 
serine-dependent one-carbon metabolism for glioma cells to survive glutamine starvation.

研究分野： 脳神経外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性グリオーマの腫瘍内環境は一様でなく、特に中心部は低酸素・低栄養状態に曝されており、グリオーマ細胞
の増殖停止や細胞死の原因になるが、一部の細胞は代謝的順応・適応に成功し、その変化は更なる悪性化プロセ
スの転機になると考えられる。本研究ではグルタミン飢餓状態のグリオーマ細胞内代謝変化（リプログラミン
グ）を解析することによってセリン合成と一炭素代謝が中心的な役割を担うことを検証し、付随する代謝遺伝子
の発現変化が悪性グリオーマの効果的な新規治療法の標的となる可能性を報告した。未だ著効薬のない悪性グリ
オーマに対して細胞内代謝機構に基づいた新しい治療戦略の一助になると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経膠腫（グリオーマ）は脳に発生する悪性腫瘍で、集学的治療を施しても生存期間中央値は

いまだ 1 年半と極めて予後不良の疾患である。多くの癌（グリオーマ）細胞ではグルコースやア
ミノ酸、脂質などが互いに密接な連携を保ちながら細胞増殖・分裂に必要なエネルギー産生・生
合成に関与し、細胞内代謝のリモデリング、多様性を担保していると考えられる。一炭素代謝
(one carbon metabolism)は葉酸の誘導体であるテトラヒドロ葉酸（tetrahydrofolate: THF）に
セリンから炭素一分子が供与されていくつかの代謝産物が合成される経路であり、核酸 DNA や
RNA の核となるプリン、ピリミジン合成経路、エピジェネティクスの中心的反応であるメチル
化に関連するメチル基転移経路などに深く関与する（Locasale JW et al, Nature reviews 2013）。 
異常な増殖を示すがん細胞では、この一炭素代謝が亢進していることは既に知られている事

実であるが、腫瘍内環境は一様でなく、特に中心部は低酸素・低栄養状態に曝されている。我々
はグリオーマ患者の MR Spectroscopy 検査の先行研究（Tanaka K et al, J Clin Invest. 2015）
において腫瘍辺縁部より中心部において、乳酸濃度の上昇およびグルタミンやグルタミン酸濃
度の低下を確認しており、栄養飢餓状態による過度の解糖系亢進が生じていると推測される。し
かし、グリオーマ細胞がこのような環境に適合、応答していくための一炭素代謝の調整や付随す
る分子機能の変化については未だ不明な点が多く、解明を要する課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では悪性グリオーマの腫瘍内代謝環境が不均一であることに着目し、腫瘍細胞が栄養

飢餓状態（グルタミン飢餓状態）に適合していくメカニズムを明らかにする。グルタミン飢餓状
態のグリオーマ細胞ではアミノ酸代謝のリプログラミングが起こるため、セリン、グリシンなど
の関与する一炭素代謝が持つ重要な役割を明らかにする。さらに、セリン新生の経路や一炭素代
謝で重要な代謝遺伝子の同定などを検討し、効果的な治療ターゲットを模索する。 
 
３．研究の方法 
本研究では質量分析計による網羅的な代謝産物評価によってアミノ酸飢餓状態が悪性グリオ

ーマ細胞内代謝に与える影響を解析する。特に、グルタミン飢餓状態のグリオーマ細胞内代謝変
化を探求するため、グルコース代謝や TCA 回路、他のアミノ酸代謝、一炭素代謝を中心とした代
謝回路、ミトコンドリア機構の解析を行う。また、グルタミン飢餓状態のグリオーマ細胞が生存、
増殖を維持するための分子機能変化や遺伝子発現の変化を解明し、効果的な新規治療法の開発
を模索する。 
① MR スペクトロスコピーを用いた術前グリオーマの代謝物解析：グリオーマ患者の術前 MRス

ペクトロスコピー検査により種々の代謝物を測定し、LC-model を用いて解析する。 
② 質量分析装置を用いたメタボローム解析、代謝 Flux 解析：手術で得られた腫瘍組織やグリ

オーマ培養細胞を利用して神戸大学質量分析センターのガスクロマトグラフィー/質量分
析計(GC-MS)によるメタボローム解析を行い、グルコース代謝系、グルタミン代謝系、TCA 回
路系の代謝産物、アミノ酸代謝について網羅的に解析する。さらに、13C を含む炭素源（グ
ルコース）を用いて細胞内代謝物の流れについて質量分析計を用いて解析する。 

③ プリン・ピリミジン代謝、核酸合成の解析：神戸大学質量分析センターの液体クロマトグラ
フィー/質量分析計(LC-MS)を利用し、プリン・ピリミジン代謝過程に生成される脂溶性代謝
産物の測定を行い、核酸合成や DNA メチル化などについて解析を行う。 

④ セリン合成や一炭素代謝に関する代謝遺伝子の発現・機能解析：セリン合成に関する代謝関
連遺伝子や葉酸・一炭素代謝の関連遺伝子などの発現を mRNA レベルや蛋白レベルで解析す
る。また、遺伝子操作による発現抑制や発現過剰を行い、グルタミン飢餓状態のグリオーマ
細胞に及ぼす影響を機能解析する。 

⑤ Autophagy およびミトコンドリア機能の解析：グルタミン飢餓状態で誘導される Autophagy
と代謝変化との関連を解析する。また、ミトコンドリア機能について ATP 産生量、活性酸素
種(mitoSOX)などで解析し、細胞増殖やアポトーシス誘導との関係を評価する。さらに
Autophagy 阻害薬を用いて細胞内代謝変化や細胞機能の評価を行う。 

⑥ 治療ターゲットの同定および悪性グリオーマ標本での解析：得られた結果から栄養飢餓状
態の悪性グリオーマ細胞の生存、増殖に関連する代謝関連遺伝子を同定し、遺伝子操作によ
って抗腫瘍効果を評価する。また、グリオーマ患者において摘出組織でのタンパク発現解析
や免疫組織学的染色を行い、悪性度や予後との相関を解析する。 

 
４．研究成果 
(1) グリオーマ患者の手術で得られた腫瘍組織を用いたメタボローム解析では、腫瘍の中心部

は辺縁よりグルタミン・グルタミン酸の濃度が低いが、セリンやグリシン、メチオニンなど
いくつかのアミノ酸濃度の著明な上昇を認めた。グリオーマ培養細胞を用いた実験でもグ
ルタミン不含培地で同様の結果を得たため、これらの結果からグルタミン飢餓状態を代償



するグリオーマの細胞内代謝機構が働いていると想定された。 
(2) セリン合成や一炭素代謝に注目して、その関連する代謝遺伝子の発現解析をリアルタイム

PCR 法で行い、セリン合成に関する代謝関連遺伝子 Phosphoserine aminotransferase 1 
(PSAT1)、葉酸・一炭素代謝関連遺伝子 Serine hydroxymethyl transferase 2 (SHMT12), 
Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1L/2 (MTHFD1L/2)の発現上昇を確認した。グ
リオーマ腫瘍検体でも Western blot による蛋白発現を解析し、腫瘍では正常脳組織より
SHMT2 や MTHFD2 の発現が高いことを確認した。 

(3) MTHFD2 遺伝子に注目し、siRNA による MTHFD2 遺伝子発現抑制によってグルタミン飢餓状態
にあるグリオーマ細胞に効果的な細胞死を誘導すること、それには reactive oxygen 
species (ROS)が関与することを同定した。これらの結果から、グルタミン飢餓状態にある
グリオーマ細胞の生存に一炭素代謝に関与するMTHFD2遺伝子が重要な役割を担っているこ
とが示唆された。 

(4) セリン合成の機序については、代謝 Flux 解析
によってグルタミン飢餓によるオートファジ
ーが強く影響することを見出した。グルタミ
ン（Gln）飢餓状態でのグリオーマ細胞内には
電子顕微鏡解析でオートファジーによって多
数の小胞（vesicle）形成を認め、蛍光免疫染
色法や Western blot による解析でミトコンド
リ ア 内 の Methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase 2 (MTHFD2)の発現が上昇して
いることを確認した。また、U87 グリオーマ細
胞に対してオートファジー阻害剤であるクロ
ロキン（CQ）を用いた実験系では、セリン合成
が抑制されてグルタミン飢餓状態を代償でき
ずに細胞死が誘導されることを確認した（右
図）。 
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